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タンパク質放出制御用担体としてのハイ ドロキシ
アパタイ ト粉末の有効性に関する研究
大阪大学大学院歯学研究科顎口腔機能再建学講座
先端顎口腔バイオマテリアル学分野
松本 卓也
緒言
分子 生物学 お よび発 生生物学 の発 達 に よ り、多 くの新 たな遺伝 子
や タンパ ク質 の発 見お よびそ の機 能解 明、な らび に、新 たな細胞 分
化誘 導方法 の開発 が近年飛躍 的 な進 歩 を遂 げてお り、 この よ うな知
見 を も とに再生 医療 実現 の期待 が高 まってい る。 特 に、骨や歯 な ど
の硬組 織 再 生 に関 しては、硬組織細胞 の増殖 、分化 を制御 す る基本
的因子 の解 明が進 んでい るた め、実用化 が最 も期待 され てい る分 野
の 1つであ る。 また、骨折や 、歯周疾患 な ど対象 となる患者数 は膨
大で、必 要性 の高 い分野 で もあ る。 しか し、 これ ら分 野 か ら得 られ
る知見 を取 り入れ た具体的 な組織 再 生構築技術 の確 立 は遅れ てお り、
いまだ効率 の 良い硬組織 再生技術 は確 立 され ていないのが現状 で あ
る。複雑 な生体組織 の再生 医療 を実現す るためには、そ の組織 を構
成す る細胞や基質 を再生必要部位 に適 した形 態 で誘 導 させ る必要 が
あ り、 さらに、 よ り迅速 に再生 を促 し治癒期 間 を短縮 させ る必要 が
ある。 この よ うな問題 を解 決す る うえで、細胞 、各種成長 因子 、生
体材料 を用 いた組織 工学的手法 は非 常 に有望 であ り 1)、 骨や歯 とい
つた硬 組 織 再 生 に有 効 な生 体材 料 と してハ イ ドロキ シアパ タイ ト
(HAp)が挙 げ られ る。
生体 内硬組織 の主要無機 成分 であ るHApは、生体親 和性 、骨接 合
性 に優 れ 、従来 か ら骨 再建用材料 と して骨補填材 料 、人 工骨 な どの
形 で整 形外 科領 域 、歯科領域 にお い て使 用 され てい る安全性 の高 い
材料 であ る 2‐4)。 しか し、HApを骨 再生用材料 と して利用す るこ と
を考 えた場合 、HAp単体 では骨再生能力が低 いため、各種成長 因子
(タンパ ク質)との併用が必要 にな る。 この点 にお いて、HApはタ
ンパ ク質 の担体 と して、また、骨再 生部位 の場 の確保 と して有効 で
ある。これ までに も各種 タンパ ク質 とHApを組 み合 わせ た骨再生研
究が行 われ 、その有効性 が評価 され て きた 5,6)。例 えば、OnOらは
Bone Morphogenetic Protein(BMP)含浸 HAp成形体 を用 い、その
周 囲にお け る新生骨 の生成 を確認 してい る 7)。 また、多孔質 HApを
用 いた研 究 では、その多孔部への新 生骨生成 が確認 され てい る 8)。
しか し、ここで用 い られ るHApの多 くは生体 内代謝性 に劣 る焼結体
であるた め、生体 内埋入後 、長期残存 し、自然骨 に よる完全 な置換 、
再生 を妨 げ るこ とが懸念 され る。 この点か ら、骨 再生過程 にお け る
HApの代謝性 制御 は重要であ る。 さらに、 これ までのほ とん どの研
究において HApとタンパ ク質 との複合化 は、HAp成形体 にタンパ
ク質溶液 を含 浸 させ る こ とに よ り行 つて きた。 この方法 では、HAp
成形体 内の タンパ ク質存在 量 は表 面 と中心部 が異 な る不均質分布 で 、
成形体 か らの タンパ ク質放 出制御 は不可能 であ り、 タンパ ク質 の早
期 消失や 晩期残 存 の可能性 が高い。骨再生過程 にお け る必要 な タン
パ ク質の種類 、量 は各時期 において異 な るこ とが報告 され てい る 9)。
例 えば、basic Fibroblast Growth Factor(bFGF)は骨再生初期 よ
りも後期 にお いてそ の作用 が高 くな ることが報告 され てい る 10)。こ
の よ うな こ とか ら、担体生体材 料 であ るHApからのタンパ ク質放 出
制御 は理想 的な骨再生 を 目指す うえで非常に重要である。
そ こで、本研 究 では、タンパ ク質放 出制御用担体 と して HAp粉末
を利用す る こ とを 目的 と し、HAp粉末の代謝性制御 方法 、HAp粉末
とタンパ ク質 との複 合化方 法 の確 立お よび HAp‐タ ンパ ク質複 合 体
か らの タンパ ク質放 出挙動 について検討 を行 つた。
材料および方法
1.HApの合成
HAp粉末 の合成 は、図 1に示す装置 を用 いた湿式法 にて行 つた
11‐13)。100 mmo1/1酢酸 カル シ ウム水溶液 (特級 、和光純薬 、大阪 )
500 mlと60 mmo1/1リン酸 二水素 ア ンモニ ウム水溶液 (特級 、和光
純薬 、大阪)500 mlを濃 ア ンモ ニア水 (特級 、和光純薬 、大阪)お
よび pHコン トロー ラー (FC2000、 EYELA)によ りpH=7.4に維
持 した 1.3 mo1/1酢酸緩衝液 (特級 、和光純薬 、大阪)11中に等量
ずつ滴 下 し HApを合成 した。 また、HAp合成 は 40℃、 60℃、
80℃、3種類 の異 な る温度条件 下 にて行 つた。合成後 、得 られ た沈
殿物 を蒸 留水 にて十分洗浄 した後 、各合成 温度 に設 定 した恒温槽 に
て 72時間乾燥 し粉末試 料 を得 た。40℃で合成 したHApをHAp40、
60℃で合成 した HApをHAp60、80℃で合成 した HApをHAp80
と表記す る。
2.合成 HApの物理化学的性質 の検討
合成 した HApは、X線回折装置 (Ultimatt Rint 2000、40 kV、
30 mA、 CuK α、理学電機)を用 い粉末 X線回折法 にて同定 を行 つ
た。また、本研 究 では、HAp結晶 にお け る c軸方 向の配 向を示す(002)
回折 ピー ク、a軸方 向の配 向 を示す (300)回折 ピー クの半価幅 の逆
数 を結 晶性 と定義 し、その検討 も行 つた。HAp粉末試料 を真 空蒸着
装置 内で金蒸着 の後 、走査型電子顕微鏡 (SEM、S‐5000、日立製 作
所)によ り結 晶形態 の観察 を行 つた。 さらに、HAp粉末試料 30 mg
を 200℃で lo分間乾燥 させ た後 、比表面積測定装置 (BET法、
FlowsOrb Ⅱ 2300、Micrometrics)を用 いて、HAp粉末単位重 量
あた りの表 面積 を測定 した 14)。溶解性 の検討 と して、合成 した HAp
粉末 10 mgを酢酸緩衝溶液 (pH=4.0～7.0)10 ml中に浸漬 し、 1
週 間 37℃恒 温槽 中にて静置 した後 、上澄み溶液 中の溶 出カル シ ウ
ムイオ ン濃度 を原子 吸光分光光度計 (AA6400F、島津製作所)を用
いて定量 し、見かけの溶解度 とした 15)
3.合成 HApの代謝性 の検討
ネ ンブ タール③ (大日本製薬 、大 阪)麻酔 下 にお いて ラ ッ ト (SD
ラ ッ ト、7週齢 、雄)胆骨 に歯科用電気エ ンジンお よび ラ ウン ドバー
を用いて人為 的骨欠損 (2×3×4mm)を無痛的 に形成後 、その部位
に合成 HAp粉末 (HAp40、HAp80)にヒアル ロン酸溶液 (HA、和
光純薬 、大 阪)を加 えて (50 mg HAp/0。2m1 .5 wt%HA)ペー ス
ト状 に成形 した試料 (2×3×4mm)を埋入 した。対照 と して同一寸
法の HAp焼結体 (900℃)の埋入 も行 つた。埋入 3日、お よび、3
週間後 、10%ホル マ リン水溶液 (和光純薬 、大 阪)にて灌流 固定 を
行 つた後 、肛骨 を取 り出 し 10%ギ酸 (特級 、和光純薬 、大阪)にて
10日間脱灰 、パ ラフ ィン包埋 したの ち薄切切 片 を作製 した。得 られ
た切片 につ い てヘ マ トキ シ リンーエ オ ジン (和光純薬 、大 阪)にて
染色 し、光学顕微鏡 にて病理組織学的検討 を行 った。
4.HApへのア ミノ酸吸着実験
HAp60粉末 10 mgを37℃、pH=7.4に調節 した 10 μ m01/1アミ
ノ酸溶液 3 mlに浸漬 した。4時間後、遠心分離を行い、上澄み溶液
0.5 mlを取 り出 した。 取 り出 した上澄み溶液 に、ニ ン ヒ ドリン (和
光純薬 、大 阪)0。8g、ヒ ドリンダンチ ン無水物 (和光純薬 、大阪 )
0.12gを30 mlの2‐メ トキシエ タノール溶液 (特級 、和光純薬 、大
阪)に溶 か して作製 したニ ン ヒ ドリン溶液 0。2 mlを加 え、10o℃で
10分間加熱 後 、室温 まで放置冷却 し、紫外 可視分光光度計(UV150‐02、
570 nm、島津製 作所)を用 い上澄み溶液 中のア ミノ酸量 を定量、実
験前後の ア ミノ酸溶液濃度 の差 を もつてHApへのア ミノ酸 吸着量 と
した。 ア ミノ酸 定量 は、各 ア ミノ酸溶 液 ご とに標 準溶液 を作製 し、
外部検 量線 法 にて行 つた。 ア ミノ酸 は中性 ア ミノ酸 である Gly(グ
リシン、pI(等電点)=5。8)、Ala(アラニ ン、pI=6.0)、酸性 ア ミ
ノ酸 であ るAsp(アスパ ラギン酸 、pI=2.8)、Glu(グル タ ミン酸 、
pI=3.2)、塩基性 ア ミノ酸 であ る His(ヒスチ ジン、pI=7.6)、Arg
(アル ギニ ン、pI=10.8)の6種類 で、いずれ もL体を使 用 した (特
級、和光純薬 、大阪 )。
5.HApへの タンパ ク質 吸着 実験
骨 再 生 に有 効 で あ る こ とが報 告 され て い る BMP16)、bFGF17)、
Transforming Growth Factor β (TGF‐β)18)などの増殖 因子 は
pIが9～loの塩 基性 タンパ ク質 であ るこ とか ら 19,20)、本研 究 では シ
トクロム C(pI=10.2、分子 量 12,000、ウマ心筋 由来 、和光純薬 、
大阪)をモデル タンパ ク質 と して選択 した。HAp40、HAp60、HAp80、
各 10 mgをpH=7.4に調節 した 10 μ mo1/1タンパ ク質溶液 3 ml
に浸漬 した。37℃にて 4時間放置後 、遠心分離 を行 い、上澄み溶液
25 μlを取 り出 した。BCA法(BCA protein assay kit、Pierce、
Rockford、IL)を用 い上澄み溶液 中の タンパ ク質量 を定量 (マイ ク
ロプ レー トリー ダーMTP‐32、550 nm、コロナ)し、実験前後 の タ
ンパ ク質溶液濃度 の差 を もつて HApへのタンパ ク質吸着量 と した。
また、上澄 み溶液 を完全 に除去 し、取 り出 した沈殿 物 を蒸 留水 にて
洗浄、乾燥 し、粉末試料 と した。この試料 2 mgに臭化 カ リウム(Merck、
Darmstadt)40 mgを加 え、十分 に粉砕 、混合 した後 、 フー リエ変
換赤外線 吸収 分 光光度 計 (FTIR、FTIR8300、島津製作所)を用 い
て化学構 造解 析 を行 った。対照 と して HAp60単体お よび シ トクロム
C単体 につ いて も同様 の検討 を行 つた。 また、HApへの タンパ ク質
吸着時 にお け るタンパ ク質溶液濃度 の影響 を検討す るため、HAp40、
HAp60、HAp80、各 10 mgを5～120 μ mo1/1濃度 の シ トクロム C
溶液 3 mlに浸漬 し、その吸着 量 の変化 につ いて同様 の検討 を行 つた。
6.HAp‐タ ンパ ク質複合体か らのタンパ ク質放 出挙動 の検討
HAp40、HAp60、HAp80、各 10 mgにシ トクロム C lo μ mO1/ml
を吸着後 (37℃、4時間 )、 遠 心分離 を行 い、沈殿物 を取 り出 し、十
分 に 洗 浄 、 乾 燥 し タ ン パ ク 質 吸 着 HAp粉末 (HAp40‐Pro、
HAp60‐Pro、 HAp80‐Pro)を得 た。 また、 この際、各 HApへの タ
ンパ ク質吸着量 をBCA法に よ り定量 した。
破骨細胞 波状縁付近 の pHは4～5にな ること 21,22)、ぉ ょび恒常的
な体液 の pHが7前後 である こ とか ら、本研 究では pH=4.0酢酸緩
衝溶液お よび pH=7.0リン酸緩衝溶 液溶液 の 2種類 の溶液 をタンパ
ク質 放 出 溶 液 と して使 用 した 。 これ ら 2種類 の 溶 液 3 mlに
HAp40‐Pro、 HAp60‐Pro、 HAp80‐Pro各10 mgをそれ ぞれ浸漬
し、時間経過 に ともな うタンパ ク質放 出量 をBCA法に よ り定量 した。
また、あ らか じめ吸着 してい るタンパ ク質量が各 HApによ り異 な る
ことか ら、以 下の式 を も とにタンパ ク質放 出割合 を算 出 し検討 した。
(タンパ ク質放 出割合)=(タンパ ク質放 出量)/
(タンパ ク質吸着量)×10o (%)
7.統計解析
すべ ての定量的実験 は 4回行 い、その結果 か ら平均値お よび標 準
偏差 を算 出 した。 また、各デー タについて 1元配置分散分析 を行 つ
たあ と、Scheffe Fテス トにて有意差検定 を行 った (p<0.01)。
結果
1.合成 HApの物理化 学的性質
合成温度 の低 下 に ともない、HApのX線回折 ピー クはブ ロー ドな
形状 を示 し、(002)および (300)回折 ピー クか ら算 出 した結晶性 は
有意 に低 下 した (図2)。SEM観察の結果 では、合成 され た HApは
合成温度 にかか わ らず長軸方 向に長 い結 晶形態 で あ る こ とが観 察 さ
れ た。また、合成 温度 の低 下に ともない結 晶サイ ズが減少 し、HAp80
において長軸方 向が約 3 μmであるのに対 し、HAp40では約 0。2μ
mまで小 さくな っていた (図3)。BET法に よる表面積測 定は、窒素
1分子 あた りの吸着 占有面積 が 1,620 nm2でぁ る ことか ら、物質表
面の窒素吸着 量か ら算 出す るこ とがで きる 14)。この結果 、単位 重 量
あた りの表面積 は、合成 温度 の低 い HApほど有意 に増加 し、HAp40
の表面積 は HAp80の表 面積 と比較 して約 6倍大 きかった (図4)。
カル シ ウム溶 出量 か ら検討 した見 か けの溶解 度 は、 どの HApも
pHの低 下 に ともない増加 し、また、低温度 で合成 した HApほど溶
解度の増加傾 向が明瞭であった (図5)。
2.合成 HApの代謝性 の検討
埋入 3日後 の病理組織切片 にお いて、HAp40、 HAp80両試料 と
も試料埋入部 へ の骨 芽細胞 、血球 系細胞 の浸潤 、新 しい骨基 質 の産
生が確認 され た。 また、骨 内にお いて HAp40残留量 は HAp80残留
量 と比較 して大 き く減少 していた。埋入 3週間後 の病理組織切 片 に
お いて、HAp焼結体 が埋入 時の形態 を維 持 した状態 で残 存 してい る
のに対 し、HAp40、HAp80を埋入 した場合 には、埋入試料 が消失 し、
骨お よび骨髄 に完全 に置換 されていた (図6、 7)。
3.HApへのア ミノ酸 吸着実験
HApへの ア ミノ酸吸着 量は、ア ミノ酸の種類 に よ り異 な る ことが
明 らか とな った (図8a)。その違 いを pIをもとに検討す る と、HAp
が pI=7前後 の 中性 ア ミノ酸 に対 してほ とん ど吸着能 を示 さないの
に対 し、酸性 あ るいは塩基性 の pIをもつア ミノ酸 に対 しては吸着能
を示 し、酸性 ア ミノ酸 に対 して特 に高い吸着能 を示 した (図8b)。
4.HApへの タンパ ク質吸着実験
FTIRによる化学構造解析 の結果 、タンパ ク質吸着 実験後 に得 られ
た HApは、 シ トクロム Cおよび HApそれ ぞれ の特異 な ピー クを合
わせ持 ち、HApとシ トク ロム Cの複合 体 である こ とが確認 され た (図
9)。HApへの タンパ ク質吸着 実験 にお いて、異 な る温度 で合成 した
HApへの タ ンパ ク質吸着量は、合成 温度 が低 くな るほ ど有意 に増加
し (図 10a)、タンパ ク質 の吸着 が HApのもつ表 面積 と高い相 関性
を持つ こ とが明 らか になった (図10b)。また、 タンパ ク質吸着 時 の
タンパ ク質溶液濃度 を変 えた ところ、HApへのタンパ ク質吸着量 は
約 20 μ mo1/1タンパ ク質溶液濃度 まで一次的 に増加 した後 、それ以
上のタンパ ク質濃度 では吸着 量 はほ とん ど増加 しなか った (図11)。
5.HAp‐タ ンパ ク質複合 体か らの タンパ ク質放 出挙動 の検討
HAp‐ProをpH=7.0溶液 に浸漬 した場合 、タンパ ク質放 出は浸漬
初 期 に わ ず か に 起 こ っ た 後 、 ほ と ん ど起 こ らず 、 放 出 割 合 は
HAp40‐Proにお い て約 13%、 HAp60‐Proにお い て約 11%、
HAp80‐Proにお いて約 2%であった (図 12a)。一方 、HAp‐Proを
pH=4.0溶液 に浸漬 した場合 、 タンパ ク質放 出は長 時間持続 し、ま
た、その放 出割合 は HAp40‐Proにお いて約 67%、 HAp60‐Proにお
いて約 50%、 HAp80‐Proにお いて約 20%に達 し、pH=7.0溶液 に
浸漬 した場合 と比較 して相対 的 に大 きか った (図12b)。また、合成
温度が低 い HApほどタンパ ク質放 出割合 は有意 に大 きかった。
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考察
。HApの代 謝性 制御 につ いて
HApの合成 法 としては、本研 究 で使 用 した湿式法 の他 、乾式法 23)、
水熱合成 法 24)、ゾル‐ゲル法 25)など、多 くの合成方法が あ る。 これ
らの方法 にお いて、合成条件 が高温高圧 であるほ ど合成 HApの単結
晶サイ ズが大 き くな り、 また、格 子 ひずみが減少す る こ とが報告 さ
れ ている 26,27)。結 晶性 は、結 晶サイ ズお よび不整格子 の害J合を反 映
した値 で あ り、結 晶サイ ズが大 き く、かつ不整格子 の割合 が少 ない
ほ ど高結 晶性 を示す こ とが知 られ てい る 28)。 この よ うな ことか ら、
HApの合成 温度制御 は HAp結晶成長 に大 き く影響 を及 ぼ し、HAp
の物理化 学 的性 質 を調節す る うえで有効 とな る。 これ までに、結 晶
性 と溶解性 は一般 に逆相 関関係 にあ ることが報告 され てお り 29)、本
研 究で合成 したHApにお いて も合成 温度 の低 下 に ともな う結晶性 の
低 下お よび結 晶サイ ズの減少 が確認 され 、また、低結 晶 HApの高 い
溶解度 が確認 され た。
生体 内に埋入 したHAp粉末 の生体 内吸収 には 2つの系が考 え られ
る。1つは破 骨細胞 の産 出す る酸 に よる脱灰 の系 、 も う 1つは、貪
食細胞お よび破骨細胞 によるHAp粒子貪食 の系で ある。破 骨細胞 に
よる脱灰 の過程 にお いて波状縁付近 のpHは4～5にな るこ とが知 ら
れ てお り 21,22)、本研 究 で使 用 した HApは、見 かけの溶解度 の実験
結果か ら十分 に脱灰 され うる こ とが示 され てい る。 また、細胞 に よ
る貪食 の系 では、HApの結 晶サイ ズが貪食 に大 き く影響す ることが
考 え られ 、低 温度 で合成 した結 晶サイ ズの小 さい HApはよ り吸収 さ
れやす い こ とが想 定 され る。 生体 内での代謝性 を検討 した結果 、本
研 究で使 用 した HAp粉末 は生体親和性 に優 れ 、また、焼結体 とは異
な り、生体 内にて完全 に吸収 され 、消失す る こ とが確認 で きた。 ま
た、合成 温度 の異 な る 2種類 の HAp粉末 を埋入 した場合 、HAp40
では早期 にお けるHAp粉末 の吸収お よび新生骨 の生成 さ らには骨髄
へ の置換 が起 こってお り、HAp80よりも残 量が大 き く減少 していた。
これ らの こ とか ら HAp合成 温度 を変 えることに よ りHApの代謝性
を制御 で きることが明 らか となった。
O HApとタ ンパ ク質 との複合化 につ いて
これ まで に著者 らが行 つた、各種 ア ミノ酸存在 下での HAp合成 の
実験 にお いて、酸性 ア ミノ酸 であ る Asp、Gluとい ったア ミノ酸 の
存在 に よ り合成 され た HApの結 晶性 が有意 に小 さい こ と、また、存
在 させ た ア ミノ酸 が合成 HApと複 合化 してい る こ とが確認 され た
30)。その原 因 を考察 した ところ、HAp結晶成長段 階 にお いて HAp
と酸性 ア ミノ酸 との吸着 が起 こってい るこ とが明 らか とな つた 31)。
この結果 は、 タンパ ク質 と HApとの複合化 にお いて HApのもつ こ
れ ら有機 質 との吸着特性 が有効であることを示唆 してい る。
組織 工学 にお け る担体用生体材 料 とタンパ ク質 との複 合化方法 を
考 えた場合 、共有結合や イオ ン結合 を利 用 した化 学 的複合化 と静電
的相互作用や疎水性相 互作用 を利 用 した物理的複合化 の 2通りの方
法が考 え られ る。 化 学的結合 を利 用 す る場合 、そ の結合 力 は強 固で
ある反面 、タンパ ク質放 出が起 こ りに くい ことが考 え られ る。また、
結合 にお い て タンパ ク質構 造 の一部 が修飾 され る こ とか ら、 タンパ
ク質活性 も変化 す る可能性 が あ る。 それ に対 して、物理 的複 合化方
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法では タンパ ク質放 出、 タンパ ク質活性 のいずれ に も問題 を起 こ さ
ず、ドラ ッグデ リバ リー システ ム 32)を構築す る うえで優れ た複合化
方法である とい える。
HApへのア ミノ酸吸着実験 の結果 、HApの吸着能 がア ミノ酸 の種
類 に よ り異 な るこ と、また、そ の吸着能 はア ミノ酸 の pIに依存 して
いることが明 らか となった。各 ア ミノ酸 は固有 の pI値を持 ってお り、
pIが7.4よりも低 い場合 、その分子 はpH=7.4の環境 にお いて負 に
帯電 してお り、また、その逆 で pIが7.4よりも高い場合 、その分子
はpH=7.4の環境 にお いて正 に帯電 してい る。 これ らの こ とか ら、
酸性 ア ミノ酸や塩基性 ア ミノ酸 とい った極性 の強 いア ミノ酸 は HAp
と物理的吸着 に よ り複合化 できることが明 らか となった。
この吸着機構 は HApの結 晶構造 か ら説 明で きる。HApの結晶構
造 につ いては 1960年代 には じめて解 明 され 、六方 晶であ ることな ど
が明 らかにな つた 33,34)(図13)。そ の六方晶 中にお いて、a面では
カル シ ウム原 子 が周 囲 よ りも突 き出た状態 で存在 し、c面では酸素原
子 が他 よ り突 き出た状態 で存在 す る。 分子 が異 な る原 子 の集合 に よ
り構成 され る場 合 、それ ぞれ の原子 の電気 陰性 度 に よ り分子 内での
帯電分布 が あ る こ とが知 られ てい る。HApの場合 、電気 陰性度 の大
きい酸素原 子 (3.5)が多 く露 出 してい る c面は負 に帯電 し、電気 陰
性度 の小 さいカル シ ウム原子 (1.0)が多 く露 出 してい る a面は正 に
帯電 してい る。 この結果 、酸性 ア ミノ酸 は HApのa面に吸着 しや
す く、塩 基性 ア ミノ酸 は HApのc面に吸着 しやす い ことにな る。ま
た、長軸方 向に長 い結 晶形態 を してい るHApはa面の面積 が相対的
に大 き く、結果 と して a面への酸性 ア ミノ酸 の吸着 量が多 くな る と
考 え られ る。Fujisawaらは蛍光標識 したポ リアスパ ラギン酸 、ポ リ
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グル タ ミン酸 を用 い た実験 で これ ら酸性 ア ミノ酸 か らな るペ プチ ド
が HApのa面に特異的 に吸着す るこ とを報告 してお り 35)、この結
果 は本実験結果 と一致 した。
従来か らHApはタンパ ク質分離精製 時 にお けるカ ラム充填材 と し
て使用 され てお り、HApがタンパ ク質 に高い親 和性 を持つ ことが知
られ てい る 36,37)。タ ンパ ク質吸着実験後 の FTIRによる化学構造解
析 の結果 、本研 究 で合成 した HApがタンパ ク質 に対 して も吸着能 を
示す ことを確認 した。本研 究で使用 した シ トクロム Cはlo8残基 の
ア ミノ酸 か らな り、その 中に多 くの塩 基性 ア ミノ酸 を有す る塩基性
タンパ ク質 であ る 38)。ァ ミノ酸吸着 実験 において明 らか となった よ
うに、タンパ ク質 中に存在す る極性 を もつたア ミノ酸 が HApへの吸
着 に関与 した もの と考 え られ た。 しか し、 タンパ ク質 の よ うな高分
子 はア ミノ酸 と異 な り1分子 中に多数 の吸着点 を もち、また、その 3
次元的 な立体構 造 に よ り吸着能 が変化す る こ とも知 られ てい る 39)。
異 なるタンパ ク質濃 度溶液 中での吸着 実験 では、約 20 μ mo1/1の範
囲まで一 次的 に増加 した後 、それ以 上 の タンパ ク質濃度 ではほ とん
ど増加 を示 さない こ とが確認 され た。この吸着等温線 か らHApへの
タンパ ク質 吸着 は ラン グ ミュア型 の吸着 で あ る こ とが 明 らか とな り、
この こ とか らタ ンパ ク質 はHAp表面 に単層 で吸着 してい る ことが示
され た。 また、 この吸着等温線 か ら実験 で使用 した シ トクロム Cの
場合 、約 20 μ mo1/1までの範 囲でタ ンパ ク質溶液濃度 を変 えるこ と
に よ り、HApへの タンパ ク質吸着量 を制御 で きるこ とが明 らか とな
った。
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・HAp粉末 の タンパ ク質放 出制御 用担体 と しての有効性 につ いて
組織 工学 的手法 を用 いた組織 再生 において、細胞 、各種成長 因子 、
生体材料 な ど異 な る機 能 を持つ物質 の複合化 は有効 であ る。 生体材
料の役割 と しては、1)細胞や各種 因子 の運 び屋 (担体 )、 2)強度 、
靭性 、硬度 、弾性 とい った再生 目的組織特有 の機械 的性質 の復元 、3)
再生部位 にお け る他組織 の侵 入 防止 (スペー ス確保 )、 4)組織 再生
時間の制御 な どが挙 げ られ る。 目的 とす る再生組織 を決定 し、基盤
とな る材 料 、使 用す る細胞 、各種成 長 因子 の選択後 は じめて、具体
的な材料 と細胞 、 あ るいは、材料 と各種 因子 との複合化方 法 につ い
て検討す る こ とが可能 とな る。材 料 と細胞 を複合化 させ る場合 、材
料 と細胞 の複 合化 方 法 、 目的組織 にお ける細胞密度 の状態 、細胞分
化 の程度 、栄養 供給状態 な ど多 くの達成 すべ き条件 を考慮す る必要
がある 40,41)。材 料 と各種成長 因子 を複合化 させ る場合 、材 料 と各種
成長 因子 との複 合化 方法 、各種成長 因子 の活性保持 、各種成長 因子
の放出方法 な どの条件 を考慮す る必要がある 42,43)。
本研 究 では、HAp粉末 の代謝性制御方法お よび HAp粉末 とタン
パ ク質 との複 合化方 法 の確 立 を 目的 と して研 究 を遂行 した。 再生 目
的組織 が骨 で あ る こ とか ら、材料 と しては骨組織 の主要無機成 分 で
ある HApを選 択 した。HApは生体 内での代謝 に よ り骨構成成分 で
ある Ca、Pの局所濃度 を高 め るた め、骨生成 に有効 に働 くことが期
待 で きる。 また、 タ ンパ ク質 と しては骨再生 に有効 で あ る成長 因子
を想 定 し、塩 基性 タンパ ク質 を選択 した。骨組織 の完全 な再生 を達
成す る うえで、使 用す る材 料 に必要 な性 質 と しては生体親 和性 、 自
然骨 と同等 の強度 、靭性 とい った機 械 的性 質 、骨再 生 に ともな う材
料 自体 の代 謝性 が必 要 とな る。 しか し、単一 の材 料 に骨組織 と同等
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の機械 的性 質 と代謝性 とを共存 させ るこ とは非常 に困難 で あるこ と
か ら、本研 究 では HApの代謝性 を重点的 に達成す るこ とに した。 こ
の場合 、完全 な骨 再生 が達成 され るまでの期 間、他 の材料 を用 いた
機械 的性 質 の保 持 が必要 とな るが、他材料 の選択 は再 生 目的部位 の
大 きさに依 存す る と考 え られ る。狭小領域 にお け る骨 再生 の場合 、
他材料 の併用 は必要 ない場合 もあ りうる。
本研 究 で得 られ た結果 か ら、HApとタンパ ク質 との複合化 に関 し
ては、タンパ ク質 の HApへの吸着能 を利用す るこ とが有効 である こ
とが確認 され 、また、タンパ ク質 の吸着量 を HApへの タンパ ク質 吸
着 時にお け るタ ンパ ク質溶液濃度 を変 えるこ とに よ り制御 で きる こ
とが明 らか とな った。 さらに、HApの代謝性 につ いて も合成温度 を
変 えるこ とに よ り制御 で きるこ とが明 らかにな つた。 これ らの結果
は、HApがタ ンパ ク質放 出制御 用担体 と して有効 で あるこ とを示唆
す るもので あ り、実際 に 」ia 7JiιrOにて行 つた HAp‐Proからのタンパ
ク質放 出挙動 の検討 において、タンパ ク質 の放 出が HApの溶解 に依
存 して起 こる こ とが確認 され 、また、異 な る温度 で合成 した HApを
用 い る こ とに よ り異 な るタンパ ク質放 出割合 を達成 で きる こ とが 明
らか とな った。 す なわ ち、必 要量 の タ ンパ ク質 を任 意 の代謝性 を も
つ HApに吸着 させ た うえで、生体 内に埋入す るこ とで必要量 のタ ン
パ ク質 を必要時期 に必要時間放 出できることが可能 となる。
本研 究 で作製 した HAp・Proの大 きな特徴 は粉末形状 を してい るこ
とであ り、最小構 成 単位 であ るマイ ク ロ粒 子 の段 階 で タンパ ク質 吸
着量制御 が行 え、 これ を原材料 と して成形体作製 が可能 である。
実際 の臨床 にお いて、骨欠損 部位 の大 き さ、形態 は個 人 に よ り異
な るこ とか ら、オー ダー メイ ド再生 医療 の実現 にお い て使 用す る材
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料 自体 の成 形性 は重 要 であ り、粉 末 であ る本材 料 は生体吸収性粘結
剤 で固 め る こ とに よ り容 易 に適切 な形態 、大 き さの成形体作製 が可
能 であ る。 また、実際の骨再生各段 階 にお いて必要 な成長 因子 の種
類 、量 な どは異 な る こ とか ら、あ らか じめ異 な る種類 、量 の タンパ
ク質 を吸着 させ た HAp‐Proを作製 し、任 意 の多層構造 を もつ成形体
を作製す る こ とで、さらに有効 な骨再生材料 として利 用可能 であ る。
また、粉末形状 のままで も、ゲル 44・46)ゃスポ ンジ 47,48)、膜 49,50)
といつた異 な る性 状 を もつ生体材料 へ の添加材 料 と して も利 用 で き
る。 こオЪまでに、 1交々 は Guided Tissue Regeneration(GTR)51)
への利 用 を想 定 したアパ タイ ト含 有 コラー ゲ ン膜 を作製 し、 コラー
ゲン膜 か らのアパ タイ ト放 出制御 に成功 してい る 52)。この膜材料 に
今回作製 した HAp‐Proを添加 す るこ とに よ り、GTR膜か らの タンパ
ク質放 出制御 も可能 とな り歯周組織 再生 に も有効利 用 で きる。 この
よ うにタンパ ク質放 出制御 用担体 と しての HAp粉末 は、多 くの応用
性 を有す る生体材 料 と して広 く再生 医療分 野 での活用 が期待 で きる。
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結 論
ハイ ドロキ シアパ タイ ト(HAp)を人 工的 に合成 し、タンパ ク質放 出
制御 用担 体 と しての有効性 を検討 した ところ、次 の よ うな結論 を得
た。
・ HAp合成 温度 を変 えることに よ り、HAp粉末 の代謝性 を制御す
るこ とがで きた。
・ HApのタンパ ク質吸着能 を利用 して、HAp粉末 とタンパ ク質 と
の複合体 の作製 が可能 となった。
・ 吸着 時 にお けるタンパ ク質濃度 を変 えることに よ り、HAp粉末ヘ
のタンパ ク質結合量の制御 が可能 となつた。
・ 代謝性 の異 な る HAp粉末 を使 うこ とに よ り、 タンパ ク質放 出割
合 を制御す ることがで きた。
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図2合成温度の異なるHAp粉末のX線回折結果。
合成温度の低下にともない、HApの回折ピークがブロー ドになつた。
(002)回折ピークの半価幅の逆数から算出した結晶性は、合成温度
の低下にともなつて有意に低下した。
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図3合成温度の異なるHAp粉末のSEM写真。
いずれのHApも細長い結晶形態をしていたが、合成温度の低下にとも
なつて結晶サイズは減少した。
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図4合成温度の異なるIIAp粉末の単位重量あたりの表面積。
合成温度の低下にともなつて、表面積は有意に増加した。
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図5合成温度の異なるHAp粉末の見かけの溶解度。
pH低下によつて溶解度は上昇し、また合成温度の低下にともなつて
溶解度は上昇した。
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図6合成温度の異なるHAp粉末埋入後のH‐E染色像(術後 3日)。
HAp粉末埋入部位には、骨芽細胞、血球系細胞の浸潤が見られ、多くの
骨基質産生が確認された。また、HAp40ではHAp80と比べて多くの成熟した
骨組織が見られると同時に、HAp残存量も少なかつた。
図6
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図7 HAp焼結体とHAp80、HAp40粉末埋入後のH E¨染色像(術後 3週間)。
HAp焼結体を埋入した切片では、埋入試料が埋入時の形態を維持した状態
で残存していた。一方、HAp粉末を埋入した切片では完全に埋入試料が消失
し、骨組織に置換していた。
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図8 11Ap粉末へのアミノ酸吸着量。
HAp粉末へのアミノ酸吸着量は、アミノ酸により異なつた。
その違いをpI(等電点)をもとに検討すると、IIApはpI=7前後の中性
アミノ酸に対してほとんど吸着能を示さず、酸性あるいは塩基性のpI
をもつアミノ酸に対して吸着能を示した。
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図9 11Ap粉末、シトクロムC、およびシトクロムC吸着IIAp粉末のFTIR結果。
タンパク質吸着実験後に得られたIIApは、HApおよびシトクロムCそれぞれの
特異なピー クを合わせ持つた。
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図10合成温度の異なるHAp粉末へのタンパク質吸着実験結果。
→ HApへのタンパク質吸着量は、合成温度が低くなるほど有意に増加した。b)HApへのタンパク質吸着量とHA_pのもつ比表面積とは高い相関性を示し
た。
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図H合成温度の異なるIIAp粉末へのタンパク質吸着量。
HApへのタンパク質吸着量は、約20 μ moylタンパク質溶液濃度までは
一次的に増加した後、それ以上のタンパク質濃度では吸着量はほとんど
増加しなかつた。
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図12異なるpH溶液でのIIAp…Proからのタンパク質放出割合。
→ pH=7.0溶液に浸漬した場合、タンパク質放出が浸漬初期にわずかに
起こつた後は、ほとんど起こらなかつた。
b)pH=4.0溶液に浸漬した場合、長時間のタンパク質放出が確認された。
また、その放出割合は、どのIIApにおいても、pH=4.0溶液に浸漬した
場合の方が大きかつた。
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図13 HAp結晶構造のコンピュー ター グラフイック。
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